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5-enol pynivylshikiinate-3-ph sphate synthase motee, gene codant pour cette 
proteine et plantes transfonn^es contenant ce gine. 

La presente invention conceme une nouvelle 5-enoI pyruvyIshikimate-3-phosphate 
synthase (ou EPSPS), qui presente une tolerance accrue vis a vis des herbicides inhibiteurs 
compititife vis a vis du phosphonoenolpynivate (PEP) de Tactivit^ EPSPS. Cette EPSP 
synthase plus tol&ante presente au moins une substitution 'Thrfonine par Isoleucine". Elle 
conceme egaiement un g6ne codant pour une telle piotdine, des cellules v^g^tales 
transfonnees par des constructions g&ies chimires contenant ce gene, les plantes 
regendrees k partir de ces cellules amsi que les plantes issues de croisement utilisant ces 
plantes tranformees. 

Le glyphosate, le sulfosate ou la fosamdtine sont d^ herbicides syst&niques k large 
spectre de la femiUe des phosphonom^Aylgtycines. lis agissent essentiellcment comme 
inhibiteurs comp^titife de la S-enol pynivyishikimate-3-phosphate syndiase (EC 2.5,L19) 
ou EPSPS vis i vis du PEP(phosphoenolpyruvate). Apr6s leur ^plication sur la plante, ils 
sont vfliiculfe dans la plante oil ils s'accumulent dans les parties k croissance r^ide, 
notamment les apex caulinaires et racinaires, provoquant Taltdration jusqu'4 la destruction 
des plantes sensibles. 

L*EPSPS plastidiale, cible principale de ces produits est une en2yme de la voie de 
biosynthese des acides amines aromatiques, qui est codde par un ou des gfenes nucleaires et 
synthetis^e sous forme d'un precurseur cytoplasmique puis importee dans les plastes oil elle 
s*accumule sous sa forme mature. 

La tolerance des plantes au glyphosate et aux produits de la fiamille est obtenue par 
introduction stable dans leur gdnome d'un g&ie dEPSPS d'origine vdgdtale ou bacterienne 
mutee ou non quant aux caract^stiques tfinhibition par le glyphosate du produit de ce 
gene. Etant donne le mode d'action du glyphosate et le degri de tolerance au glyphosate du 
produit des gines utlisds, il est intdressant de pouvoir exprimer le produit de la traduction 
de ce g^e de fii^on k pennettie son accumulation importante dans les plastes. 

n est connu, par exemple d'aprfes le brevet amdricain 4 535 060, de conferer a une 
plante une tolerance k im herbicide du type ci-dessus, en particulier la N- 
phosphonomdthylglycine ou gfyphosate, par introduction dans le genome des plantes d'un 
gdne codant pour une EPSPS portant au moins une mutation rendant cette enzyme plus . 
r&istante k son inhibiteur con^dtitif (le glyphosate) apris localisation de Tenzyme dans le 
compartiment plastidial. Ces techniques demandent cependant a 6tre ameliorees pour 
obtenir une plus grande fiabilitd dans I'emploi de ces plantes en conditions agronomiques. 

Dans la presente description, on entend par "plante" tout organisme multicellulaire 
difiKrwici^ capable de photosyntiiese et par "cellule vegetale" toute cellule issue dhme 
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plante et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals ou des tissus 
diflKrcncies tek que des embryons ou des parties de plantes ou des semences. 

U presente invention a pour objet la production de plantes transformees ayant une 
tolerance accnie aux herbicides de la femiUe des phosphonomethylglycines par 
r6genaation de ceUules transfonn^es h I'aide de nouveaux genes chimeres comportant im 
gfaie de tolerance a cos herbicides, 

L'invention a dement pour objet un g^ne chimdre pour confeier aux plantes une 
toldrance accrue vis 6 vis dW herbicide ayant pour cible ITEPSPS. comprenant. dans le sens 
de la transcription: une zone promotrice. evaitueUement une zone peptide de transit, une 

s&iuence d'un gtoe codant pour une enzyme de tolerance au glyphosate et une zone signal 
de polyad&ylation non traduite en 3', caract^rise en ce que le g^ de tolerance au 
glyphosate comporte. par rapport au g^e dont U est d6riv6, une substitution "TTu^onine 
102 par Isoleudne" dans la zone "aroA"(EPSPS). De maniete pief&de. eUe comprend en 
outre, dans la mgme zone une substitution "Proline 106 par S&ine". Ces substitutions 
peuvent fitre introduites, ou Stre pi&sentes. dans une sequence d-EPSPS d'origine 
quelconque: notamment v6g6tale. bacterienne, d'algues ou de champignon. 

Les peptides de transit utilisables dans la zone de peptide de transit peuvent fitie en sol 
connus, d'origine v^6tale, par exemple issus de mais, de toumesol. de pois. de tabac ou 
autres. Le premier et le second peptide de transit peuvent identiques, analogues ou 
difiKrents. lis peuvent en oulie comprendre chacun une ou plusieurs unites peptide de 
transit selon la demande de brevet europeen EP 0 508 909. Cette zone caracteristique a 
conune r61e de peimettre le relargage d"une proteine mature et native, et en particuUer 
l-EPSPS mutde ci-dessus, avec une efficadte maximale dans le compartiment plasmidique. 

La zone promotrice du gene chimfire selon l'invention pent etre composfe 
avantageusement d'au moins un promoteur ou un fiagment d'un promoteur de gene 
s'exprimant naturellement dans les plantes...(tubuline, mtrons actine, histone). 

La zone signal de teiminaison de la transcription non traduite en 3' du gene chimdte 
pent fitie d'origine quelconque, par exemple bact&ienne teUe que celle du gene de la 
nopaline synthase, ou v6g6tale teUe que ceUe du gene histone H4A748 d' Arabidopsis 
thduma selon la demande de brevet europeen (demande europ^ame 633 317). 

Le g^ne chim&e selon l'invention pent conq)rendre, en plus des parties essentieUes ci- 
dessus, au moins une zone interm^aire non traduite (linker), qui peut €tre localises entre 
les d^Ktenles regions tianscrites decrites ci-dessus. Cette zone interm^diaire peut ftre 
d'origine quelconque, par exemple bact&iame, virale ou v6gdtale. 
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Isolement d'an ADNc codant pour uoe EPSPS de mab: 

Les diflferentes 6tapes, qui ont conduit & I'obtention de I'ADNc d'EPSPS de rnafi^ qui a 
servi de substrat k Tintrodurtion des deux mutations, sont d^crites ci-dessous. Toutes les 
operations decritcs ci-dessous sont donn^es k titre d'exemples et correspondent k un choix, 
eflfectue panni les diflKrentes m6thodes disponibles pour parvenir au m&ne r&ultaL Ce 
choix n'a aucune incidence sur la quality du r^sultat et par consequent, toute mdthode 
adaptte pent 6tie utiliste par rhomme de Tart pour parvenir au mame i^tat La plupart 
des m^thodes d'ingfinidrie des fragments d'ADN sont d^ciites dans "Current Protocols in 
Molecular Biology" Volumes 1 et 2, Ausubel FJ^ et al , pubU& par Greene Publishing 
Associates et Wiley -Intersdence (1989XPar la suite, les references k des protocoles decrits 
dans cet ouvragc setont not^es "t6t CPMB"). Les operations conoemant I'ADN, qui ont ete 
effectuees selon les protocoles decrits dans cet ouvragc sont, en particuUer les suivantes: 
Kgation de fragments d'ADN, traitements par I'ADN polymerase de Kienow et la T4 ADN 
polymerase, preparation d'ADN de plasmides et de bacteriophages X soit en 
minipreparation soit en maxi prq)aration. analyses d'ADN et d'ARN tespectivement selon 
les techniques de Southern et Northern. D'autres mediodes decrites dans cet ouvrage ont ete 
suivies, et seules les modifications ou ajouts significatife k ces protocoles ont ete decrits ci- 
dessous. 



Exemnlel; 

1. Obtention d'un fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 

a) deux oUgonucleotides 20-mers de sequences respectives: 
5'- GCTCTGCTCATGTCTGCTCC -3' 

5'- GCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3* 
ont ete synthetises a partir de la sequence d'un g&je d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
(Klee H.J. et al. (1987) Mol. Gen. Genet, 210. 437-442> Ces deux oHgonucleotides sont 
lespectivement en position 1523 k 1543 et 1737 k 1717 de la sequence pubHee et en 
orientation convergente. 

b) L'ADN total d'Arabidopsis thaliana (var. Columbia) a ete obtenu chez Clontedi 
(reference catalogue: 6970-1) 

c) On melange 50 nanogranunes(ng) d'ADN avec 30Qng de chacun des 
oligonucleotides et soumis k 35 cycles d'anqilification avec un appateU PerJdn-Ehner 9600, 
dans les conditions de miUeu standard pour I'amplification preconisees par le foumisseur. 
Le fiagmait de 204pb resultant constitue le fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana. 

2. Construction d'nne bibli thftqne d'un ADNc h partir d'nne ligne cellulaire de 
malsBlMS;. 
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a) On bioye 5 g de ceUules filtrees dans I'azote Uquide et les acides nud^iques 
totaux extiaits selon la m^th de d«5crite par Shuie et al. avec les modifications suivantes: 

- le pH du tampon de lyse est ajuste 4 PH = 9,0; 
-aprts la pr&ipitation par I'isopropanol, le culot est repris dans I'eau et apr^ 
dissolution, ajust^ k 2,5 M UCl. Apr6s incubation pendant 12 h h "C. le culot de la 
centrifugation d 15 min. 4 30000g k 4«»C est resolubilisd. L'dtape de prtcipitation 
par LiCl est alors i€p6t6s. Le culot resolublis6 constitue la fraction ARN des acides 
nucl^iques totaux. 

b) La fiaction ARN-polyA+ de la fraction ARN est obtenue par chiomatogtaphie 
sur coW oUgo^IT cellulose teUe que d&rite dans "Current Pmtocols in Molecular 
Biology" . 

c) Symhfese d'ADNc double brin a extremity synth£tique EcoRI: elle est r^^ en 
suivant le protocole du finimisseur des diff^rents r^actife n&essaiies & cette synth&se sou 
forme dW Mtle "copy kit" de la society In Vitrogen. 

Deux oUgonucleotides simples brins et partieUemrait conqjldmentaires de 
sequences respectives: 
5'-AATTCCCGGG-3' 

5'- CCCGGG- 3* (ce dernier dtant phosphoiyl^ 
sont ligu&i avec les ADNc double brin k exti^t^ ftanches. 
Cette tigation des adaptateurs r^sulte en la option de sites Sma I accoles aux ADNc 
double brin et EcoRI sous forme coh&ive k chaque extrtUt^ des ADNC double brin. 
d) Creation de la biblioth&que: 

Les ADNc presenlant k leurs extr^tfe les sites artifidels coh&ife EcoRI sont 
Ugues avec le ADNc du bacteriophage Xgtl 0 coup«5 par EcoRI et ddphosphoiyl^ 
25 selon le protocole du foumisseur Naew England Biolabs. 

Une aliquote de la reaction de Ugation a ete encapsidee in vitro avec des extraits 
d'encapsidation: Gigq)ack Gold selon les instructions du foumisseur, cette librairie 
a it6 titree en utilisant la bactfoie £«»// C600A/7. la Ubrairie ainsi obtenue est 
amplifiee et stockfc selon les instructions du mfime foumisseur et constitue la 
30 librairie de ADNc de suspension ceUulaiie de meSs EMS. 

3. Criblage de la bibUothiqne de ADNc de suspension ceUulaire de mab EMS 
avec la sonde EPS? i'Anbidopsis thaUana: 

Le protocole suivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 
35 2, Ausubel F.M. et al . pubU<<s par Greene Publishing Associates et Wiley-Intersdence 
(1989)(CPMB). En bre^ environ 10^ phages recombinants sont ^talds sur boite LB 4 une 
density moyemie de 100 phages /cm2. Les plages de lyses sont repUqu6s en doubles sur 
membrane Hybond N d'Amnsham. 
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h) L'ADN a iti fixe sur les filtres par traitement UV l600kJ (Stiatalinker de 
Stratagene). Les filtres iont 6te prehybrid^s dans: 6xSSC/0,l%SDS/0^5 lait 6aim6 
pendant 2h a eS'C. La sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a i\& marquee au 32p^cTP 
par "random-priming" seion les instructions du foumisseur (Kit Ready to Go de 
Pharmacia). L'activit6 q)&:ifique obtenue est de I'oider de IflS cpm par ^g de fiagment 
Apres ddnaturation pendant 5 min a 100''C, la sonde est ajoutee dans le miUeu de 
prehybridation et Wiyhridation est poursuivie pendant 14 heures k 55°C. Les filtres sont 
fluorographife 48h k -80»C avec un film KodakXARS et des &rans lenfoivateurs 
Hyperscreen RPN d'Amersham. L'alignement des spots positife sur le filtre avec les boites 
d'oii ils sont issus permet de prfilever, sur la boite. des zones correspondant aux phages 
pr^sentant une i6ponse dTiybridation positive avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana. 
Cette ^e d'dtalement, transfert, hybridation, recuperation est i^p^tee jusqu'a ce que torn 
les spots de la boite des phages successivement purifids se rivfelent positifi k 100% en 
hybridation. Une plage de lyse par phage independant est alots priievie dans du miUeu k 
diluant (Tris-Cl pH= 7,5; MgS04 lOmM; NaCl O.IM; gelatine 0,1%), ces phages en 
solution constituant les clones positife de 1' EPSP de la suspmsion eellulaire de mai's BMS. 

4. Pr^anition et anafyse de I'ADN des denes d'EPSP de la suspension ceUuIaiiv 
de mats BMS. 

On ajoute environ 5.10* phages a 20 ml de bact^ries C6001ifl a 2 OD 600nin/ml et 
incubfe 15 minutes a 37°C. Cette suspension est alors dihide dans 200ml de miUeu de 
croissance des bact6ies dans un Erlen de 1 1 et agit^e dans un agitateur rotatif k 250 rpm. 
La lyse est constat^e par clarification du milieu, correspondant 4 1 lyse des bact6ries 
turbides et se produit api^s eaviron 4 h d'agitation. Ce sumageant est aiors traits comme 
decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux 
clones d'EPSP de la suspension cellulaiie de msSs BMS. 

Un a deux ^g de cet ADN sont coupes par EcoRI et s^pat^s sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ret CPMB) a 0,8%. Une demi&e verification consiste k s'assurer que 1' ADN 
purifid prfaente bien un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
Apr6s Mectrophorfese, les fiagments d'ADN sont transferfa sur membrane Hybond N 
d'Amersham sdon le protocole de Southern d&rit dans "Cunent Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybiide avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions d^crites au paragr^he 3 ci-dessus. Le clone pr6sentant un signal d'hybridation 
avec la sonde EPSPS d'Arabiebpsis thaliana et contenant le plus long fiagment EcoRI a 
une taille estim^e sur gel k environ 1 ,7kpb. 

5. Obtention do clone pRPA-ML-711: 
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Dix ^ig de I'ADN du clone phagique contenant Tinsert de l,7kpb sont digeres par 
EcoRI et separes sur gel d'agarose LGTAHBE (ref. CPMB) k 0,8%. Le fiagment de gel 
contenant I'insert de IJkpb est excise du gel par coloration BET et le fiagment est trait6 a 
la P-agarse seion le protocole du foumisseur New England Biolabs. L'ADN purifig du 
fiagment de l,7kpb est Ugu6 a pendant 14h avec I'ADN du plasmide pUC 19 (New 
England Biolabs) coupe par EcoRI selon le protocole de Ugation decrit dans "Current 
Protocols in Molecular Biology". Deux fil du melange de ligation ci-dessus sont utilises 
pour la transfi)miation d-une aUquote d^E-coU DHIOB 61ectio compdtentes ; la 
transfi>rmation se feit par dlectroporation en utilisant les conditions suivantes: le melange 
de bactSries competentes et et de miUeu de Hgation est introduit dans une cuvette 
d'6Iectioporation d'epaisseur 0,2cm (Biorad) pi^lablement refioidie i 0"»C. Les conditions 
physiques de Mectropoiation utilisant un ^lectropoiateur de maique Biorad sont 2500 
Volts, 25 ^Fa^ad et 200 Q. Dans ces conditions, le temps de diSchaige moyen de 
condensateur est de rordre de 4,2 miUisecondes. Les beetles sont alors reprises dans 1 ml 
1 5 de miUeu SOC (nJf. CPMB) et agit^ pendant 1 heuie 4 200 ipm sur un agitateur rotatif 
dans des tubes Coming de 15 ml. Aprds dtalement sur miHeu LB/agar suppl^ntd i 100 
fig/ml de carb&iciline, les mini-preparations des clones bacteriens ayant pouss^ apris une 
nuit i 37 »C est r^alis^ selon le protocole d&rit dans "Cunent Protocols in Molecular 
Biology". Apr^s digestion par EcoRI de I'ADN et separation en eiectrophorese sur gel 
d'agarose LGTA/IBE (tit CPMB) k 0,8%, les clones pr^sentant un insert de l,7kpb sont 
conserves. Une demidre verification consiste k s'assurer que 1' ADN purifie presente bien 
un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana Aprds 
reiectrophorese, les fiagments d'ADN sont transf&es sur membrane Hybond N 
d'Amersham selon le protocole de Soutiiem decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone plasmidique ptesentant un insert de 
l,71q)b et hybridant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete pi^are k plus 
grande echelle et I'ADN resultant de la lyse des bacteries purifie sur gradient de CsCl ainsi 
que decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN purifie a ete 
30 partieUement sequence avec un kit Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur et 
ai utilisant comme amorces, les amorces universelles de M13 directes et inverses 
commandees chez le mfime fi)urnisseur. La sequence partielle realisee couvie environ 0,5 
kpb. La sequ«ace derivee en acides amines dans la region de la proteine mature (environ 50 
residus acides amines) presente une identite de 100% avec la sequence aminee 
35 cone^ndante de I'EPSPS mature de naSs decrite dans le brevet americain USP 4 971 
908). Ce clone conespondant k un fiagment EcoRI de l,71q)b de I'ADN de 1' EPSP de la 
suspension ceUulaire de ma£s BMS a ete nomme pRPA-ML-711. La sequence complete de 
ce cl ne a ete realisee sur les deux brins en utilisant le protocole du kit Pharmacia et en 
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synthatisant des oligonucleotides compi6mentaitres et de direction opposee tous les 250 pb 
environ. La sequence complete de ce clone de 1713 pb obtenue est presentee par SEQ ID 
N** I, 

5 6. Obtention du clone pRPA-MLr715: 

L'analyse de la sequence du clone pRPA-ML-71 1 et en particulier la compaiaison de la 
sequence tf acides amin& ddrivfe avec celle de montre une extension de sequence de 
92 pb en amont du oodon GCG codant pour FAlanine NH2-tenninale de la partie mature de 
rEPSPS de mate (brevet am^ricain USP 4 971 908). De m&ne une extension de 288 pb en 

10 aval du codon AAT codant pour Tasparagine COOH-terminale de la partie mature de 
I'EPSPS de msSs (brevet amfiricain USP 4 971 908) est observee. Ces deux parties 
pourraient correspondre, pour Tcxtension NH2-teraiinale a une portion de la sequence dW 
peptide de transit pour la localisation plastidiale et pour Textension COOH-terminale k la 
region 3' non traduite de TADNc. 

15 Afin d'obtenir un ADNc codant pour la parde mature de TADNc de lEPSPS de 

mais, telle que d&rite dans 1' USP 4 971 908, les operations suivantes ont 6i& rdalis&s: 
a) Elimination de la region 3' non traduite: construction de pRPA-ML-712: 
Le clone pRPA-ML-71 1 a coupe par I'enzyme de restriction Asel et les extremitfis 
r&ultant de cette coupure rendues fianches par traitement avec le fiagment de Klenow de 

20 TADN polym&ase I selon le protocole decrit dans CPMB. Une coupure par Tenzyme de 
restriction SacII a ensuite 6t6 effectufie, L'ADN resultant de ces operations a ete s6pare par 
^lectrophorfese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 1%. 

Le fragment de gel contenant Tinsert "Asel-extr6mites franches/SacII" de 0,4 kph a 
et6 excise du gel et purifi6 selon le protocole decrit au paragrqAe 5 ci-dessus. L'ADN du 

25 clone pRPA-ML-711 a 6t6 coupd par Ten^me de restriction HindUI situee dans le 
polylinker du vecteur de clonage pUC19 et les exttemit^s resultant de cette coupure ont 6te 
rendues fianches par traitement avec le fragment de Klenovtr de TADN polymerase L Une 
coiq)ure par Tenzyme de restriction SacII a ensuite ^t^ eflfectute. UADN resultant de ces 
manipulations a && sfypari par flectrophorese sur gel tfagarose LGTAABE (r^f. CPMB) 

30 0,7%. 

Le fragmrat de gel contenant Tinsert Hindm-extr^tes franches/SacII de environ 
3,7kpb a && excis6 du gel et purifi^ selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

Les deux inserts ont 6t6 ligu^s, et 2 ^1 du melange de ligation ont servi a 
transformer £. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. 
35 On analyse le contenu en ADN plasmidique de diff^rents clones selon la procedure 

d^crite pour pRPA-ML-71 L Un des clones plasmidique retenu contient un insert EcoRI- 
Hindm de 1,45 kpb environ. La sequence des extr£mit£s terminales de ce clone revdle que 
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I'extremitfi 5* de I'insert correspond exactement & I'extr&niti correspondante de pRPA-ML- 
71 1 et que rextremite 3' tenninaie presente la sequence suivante: 

" 5'-...MITAAGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTr-3' 
La sequence soulignee correspond au codon de I'acide anun6 COOH-tetininal 
asparagine, ie codon suivant coirespondant au codon stop de la traduction. Les nucltotides 
en aval coirespondent k des 61&nents de sequence du polylinker de pUCI9. Ce clone 
comprenant la sequence de pRPAML-71 1 jusqu'au site de tenninaison de la traduction de 
YEPSPS mature de meSs et suivie de s^uences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
ISndm a it6 nomm^ pRPA-ML-712. 

b) Modification de l'eztr^it£ 5' de pRPA-ML-712: constraction de pRPA- 
ML-715 

Le clone pRPA-ML-712 a 6^ coup6 par les en^es de restrictions PstI et Hindm. 

L'ADN resultant de oes manipulations a &6 sipaxi par 61ectiophor6se sur gel d'agarose 

LGTA/TBE (r^f. CPMB) 0,8%. Le fiagment de gd contenant llnsett Pstl/EcoRI de U kpb 
15 a&6 excise du gel et purifie selon le piotocole dtoit au paiagr^ 5 d-dessus. Get insert a 

6t6 mis en ligation en pr&ence de quantity dquimol&ulaire de chacun des deux 

oligonucleotides partiellement complementaires, de sequence: 

Oligol : 5'.GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3' 
Oligo 2: 5'-GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC-3' 
20 ainsi qu'en pnSsence d'ADN du plasmide pUa9 digere par les enzymes de restrictions 

BamHIetHindnL 

Deux (U du melange de ligation ont servi i transformer K coli DEDOB ainsi que 
decrit plus haut au paragraphe 5. Apres analyse du contenu en ADN plasmidique de 
di£Krents clones selon la procedure d^crite ci-dessus au paragraphe 5, un des clones 

25 pnSsentant un insert d'environ 1 ,3 Iq)b a ^6 conserve pour analyses ult^rieurcs. La sequence 
de rextr6mit6 5' terminale du clone retenu revdle que la sequence ADN dans cette region 
est la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI k BamHI, suivi de la 
sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage, suivi du teste de la sequence 
presente dans pRPAML.712. Ce clone a €ti nonim6 pRPA-ML-713. Ce done presents un 

30 codon methionine ATG inclu dans un site Ncol en amont du codon Alanme N-teiminal de 
I'EPSPSynthase mature. De plus, les codons alanine et glycine de rextr6mit6 N-terminale 
ont iit6 conservies, mais modifies sur la troisiSme base variable : GCfiGGJ initial donne 
GC£GG£modifi6. 

Le done pRPA-ML-713 a et6 coup6 par I'enzyme de restriction HindlH et les 
35 extr&nites de cette coupure rendues fiandies par traitement avec le fiagment de Klenow de 
la ADN polymerase L Une coupure par I'en^e dc restriction Sad a ensuite 6t6 efifectute. 
L'ADN r&ultant de ces manipulations a &6 separ6 par dectrophordse sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (r6£ CPMB) 0,8%. Le fiagment de gel contenant I'insert "muiin-extrtmites 
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ftanches/SacI" de U kpb a €t& excise du gel et purifie selon le protocole decrit au 
paragraphe 5 ci-dessus. Get insert a 6t6 mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 
pUC19 digere par I'enzyme de restriction Xbal et les extreniit^s de cette coupure rendues 
franches par traitement avec le fiagment de Klenow de I'ADN polymerase I. Une coupure 
par I'enzyme de restriction SacI a ensuite et6 eflfectufe. Deux ^I du melange de Ugation ont 
servi h transformer E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Apris 
analyse du contenu en ADN plasmidique de difKrents clones selon la procedure dteite ci- 
dessus au paragraphe 5, un des clones pr&entant un insert d'environ U kpb a €\& conserve 
pour analyses ult&ieures. La sequence des extr6mitfe teiminales du clone retenu revile que 
la sequence ADN est la suivante: sequence du polylinker de pUa9 des sites EcoRI k SacI, 
suivie de la sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage deidtee des 4 pb GATCC 
de I'oligonucieotide 1 decrit ci-dessus, suivi du teste de la sequence pr&ente dans pRPA- 
ML-712 jusqu'au site Hindm et sequence du polylinker de pUQP de Xbal & Hindm. Ce 
clone a iX& nommd pRPA-ML-715. 



7) Obfention d'nn ADNc codant pour une EPSPS de mate mutee 

Toutes les etj^ de mutagenSse out ete realisees avec le U.S.E. mutagenesis kit de 
Pharmacia en suivant les instructions du foumisseur. Le prindpe de ce systSme de 
mutagenise est le suivant I'ADN plasmidique est denature par la chaleur et leassocie en 

20 presence d'un exces molaire dW part de I'oUgonucieotide de mutagenese, et d'autre part 
d'lm oUgonucieotide permettant d'eiiminer un site d'enzyme de restriction unique present 
dans le polylinker. Aprfes I'et^ de reassodation, la synthese du brin complementaire est 
realisee par Taction de la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN Kgase et de proteine 
du gene 32 dans un tampon approprie foumi Le produit de synthtee est incube eh presence 

25 de I'enzyme de restriction, dont le site est suppose avoh: disparu par mutagentee. La souche 
d'£. coli presentant, en particulier, la mutation mutS est utilisee comme h3te pour la 
transformation de cet ADN. AprSs croissance en milieu Hquide, I'ADN plasmidique total 
est prepare, incube en presence de I'enzyme de restriction utilisee precedemment Aprfes ces 
traitements, la souche d'£. coli DHIOB est utilisee comme h6te pour la transfonnation. 

30 L'ADN plasmidique des clones isoies est prepare et la presence de la mutation mtroduite 
verifiee par sequen9age. 

A)- modifications de sites on de sequence sans incidence a priori sur le caractire 
de resistance de TEPSPS de rnaSs aux produits inhibiteurs competitifi de I'activite 
EPSP synthase: elimination d'un site Ncol interne de pRPA-ML-715. 

35 La sequence de pRPA-ML-715 est num&otde arbitrairement en plapant la premiere 
base du codon Alanine N-termmal GCC en position 1. Cette sequence presente un site 
Ncol en position 1217. L'oligonucieotide de modification du site presente la seqirence : 
5'-CCACAGGATGGCGATGGCCTrCTCC-3'. 
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Aprte sequencage selon les rtftrences donntes ci-dessus, la sequence lue aprts 
mutagen^se correspond ^ ceUe de I'ollgonucieotide utUis^. Le site Ncol a bien it6 61imin6 
et la traduction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiale presente 
surpRPA-ML-7I5. 

Ce clone a cte nomme pRPA-ML-716. 

La sequence de 1340 bp de ce clone est pr&entfe SEQ ID N** 2 et SEQ ID N" 3. 

B) modifications de s£qaence peimettant I'angmentation du canictdre de 
rfaistance de ITPSPS de mals am produits inhibitenn comp£titifs de I'activiti EPSP 
synthase. 

Les oligonucleotides suivants ont ^ utilise : 

a) mutation Thr 102 >*- Ue. 

5'-GAATGCTGOAATCGCAATGCGGCCATTGACAGC-3' 

b) mutation Pro 106 <^ Ser. 
5'-GAATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCrrGACAGC-3' 

c) mutations Gly 101 Ala et Thr 102 ■•^ He. 
y-CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCArrG-B' 

d) mutations Thr 102 De et Pro 106 Ser. 
5'-GGGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCTTGACAGC-3' 

Apris s6quen9age, la sequence lue aprte mutag^ndse sur les trois fragments mut^s est 
identique k la sequence de I'ADN parental pRPA-ML-716 h I'exception de la region 
mutag&^isfe qui correspond k celle des oUgonucl&tides de mutag&idse utilis&.Ces 
clones ont ^t^ nomm& : pRPA-ML.717 pour la mutatioii Thr 102 He, pRPA.ML-7l8 
pour la mutation Pro 106 -»■ Ser, pRPA-ML-719 pour les mutations Gly 101 Ala et TTir 
102 ■» He et pRPA-ML-720 pour les mutations Thr 102 •>*■ lie et 106 Ser. 

La sequence de 1340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N" 4 et SEQ ID N° 5. 

L'insert Ncol-Hindin de 1395 pb est & la base de toutes les constructions utilis^es pour 
la transfonnation des plantes pour I'introduction de la resistance aux herbicides inhibiteurs 
competitife de I-EPSPS et en particuUer la resistance au glyphosate. Get insert seta nomme 
dans la suite des descriptions "le double mutant de I'EPSPS de maS". 



E»emnle2; 

Tolerance an gtyphosate des difiilrents mutants in vitro. 
2.a: Extraction de I'EPSP synthase. 
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Les diffgrents gfines d'EPSP synthases sont introduits sous forme d'une cassette Ncol-Hindm 
dans le vecteur piasmidique pTic99a (Phamiacia. ref : 27-5007-01) coupe par Ncol et 
Hindin. Les E. coli DHIOB recombinantes surexprimant les differents EPS? synthases sont 
soniqufes dans 40 ml de tampon par 10 g de cellules culotlees et lavees avec ce meme 
tampon (tris HCI 200 mM pH 7.8, mercaptoethanol 50 mM, EDTA 5 mM et PMSF 1 mM) 
auxquels on ajoute 1 g de polyvinylpinoUdone. La suspension est agit6e pendant 15 minuted 
k A'C, puis centrifuge 20 minutes h 27000g et 4»C. 

Le sumageant est additioon^ de sul&te d'ammonium pour amener la solution k 40% de la 
saturation en sul&te d'ammonium. Le mdlange est cenlrifug6 20 mmutes k 27000g et 4»C. 
Le nouveau sumageant est additionniS de sul&te d'ammonium pour amener la solution k 70% 
de la saturation en sul&te d'ammonium. Le melange est centrifiig^ 30 minutes k 27000g et 
rc. L'EPSP synthase, pi^sente dans ce culot prot^ique, est reprise dans 1 ml de tampon (tiis 
HCI 20 mM pH 7.8 et meicaptoetfaanol 50 mM). Cette solution est dialys^ une nuit contrb 
deux litres de ce m&ne tampon 4 4*C. 
1 5 2.b: Activity aaymvtique. 

L'acdviti de chaque enzyme ainsi que sa r^istance au glyphosate est mesur^ in vitro sur 1 0 
minutes k 37''C dans le melange reactionnel suivant acide maliique 100 mM pH 5,6, 
phosphofeol pyruvate 1 mM, shikimate-3-phoj?)hate 3 mM (pt6par6 selon Knowles PJ. et 
SprinsonD.B. 1970. Methods in Enzymol 17A, 35U3S2kpaititdeAerobacteraerogenes 
strain ATCC 25597) et fluonire de potassium 10 mM. L'extrait enzymatique est ajoute au 
dernier moment aprts I'addition de glyphosate dont la concentration finale varie de 0 4 20 
mM. 

L'activit^ est mesuree par dosage du phosphate liWre selon la technique de Tausky H. A. et 
Shorr E. 1953. J. BioL Chem. 202, 675-685. 

Dans ces conditions, I'enzyme sauvage (WT) est inhib^e k 85% dhs la concentration de 0,12 
mM de glyphosate. A cette concentration, I'enzyme mutante connue Serl06 n'est inhib^e 
qvtk 50% et les trois autres mutants nel02, nel02/Serl06. Alal01/UeI02 ne sont pas ou peu 
inhib^. 

n feut multipHer la concentration de glyphosate par dix, soit 1,2 mM. pour inhiber i'enzyme 
mutante nel02 k 50%. les mutants Ilel02/SerlO6, Ala^e et Ala n'etant toujouts pas inhibfe. 

n feut noter que I'activit^ des mutants Ala/fle et Ala n'est pas inhibde jusqu'i des 
concertrations de 10 naM de glyphosate, et que ceUe du mutant Ilel02/SerI06 n'est pas 
rMuite mgme si la concentration en glyphosate est multiplife par 2, soit 20 mM. 

Exemnle.^r 

R&istance des plantes de tabac transf rm6s. 



1-1- Transformatioa 
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Le vecteur pRPA-RD-173 est introduit dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens 
EHAIOI (Hood et al.,1987) poiteuse du cosmide pTVK291 (Komari et al.,1986). La 
technique de transformation est basee sur la procedure de Horeh et al.(1985). 

1-2- Regeneration. 

La r6g&eration du tabac PBD6 (provenance SETTA Fiance) k paitir d'explants 
foliaiies est nSalisee sur un miUeu de base Murashige et Skoog (MS) compienant BOg^l de 
saccharose ainsi que 200 ng^ml de kanamydne. Les explants foUaiies sont pielevfe sur des 
plantes cultivdes en sene ou in vitro et transformees selon la technique des disques fbliaires 
(Science,1985.Vol 227.p.l229-1231) en trois dtapes successives: la premie comprend 
I'induction des pousses sur «n miKeu additionn^ de 30g/l de saccharose contenant 0,05 
mg/1 d'adde naphlylacetique (ANA) et 2nig/l de benzyiaminopurine (BAP) pendant 15 
jours. Les pousses foimSes an cours de cette (Hape sont ensmte developpees pendant 10 
jours par culture sur un miUeu MS additionn^ de 30g/l de saccharose mais ne contoiant 
pas d-hormone. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'emacinement MS k teneur moitie en sels, vitamines et sucte et ne contenant pas 
d-hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont pass^es en tene. 
1-3- Resistance au gjyphosate. 

Vingt plantes transformees ont etfi regdnerees et passees en sene pour la construction 
pRPA-RD-173. Ces plantes ont dt6 traitees en sene au stade 5 feuilles avec une suspension 
acqueuse de RoundUp correspondant k 0.8kg de matiere active glyphosate par hectare. 

Les resultats conespondent k I'observation d'indices de phytotoxicitg releves 3 semaine 
aprfes traitement Dans ces conditions, on constate que les plantes transformees par la 
constaiction pRPA-RD-lTB presentent une trfes bonne tolerance aiois que les plantes 
temoins non transformees sont completement detmites. 

Ces resultats montrent clairement Tamelioration apportee par I'utilisation d-un g6ne 
chimfere selon I'invention pour un mfime g^ne codant pour la tolerance au glyphosate. 

Exemnle4; 

Transformation et selection de ceilnles de vuSs. 

Des ceUules de mals BMS (Black Mexican Sweet) en phase exponentieUe de 
croissance sont bombardees avec la contruction pRPA-RD-130 selon le prindpe et le 
piotocole decrit par Klein et al 1987 ( Klein TM, Wolf ED, Wu R and Sandford JC (1987): 
High velocity miaoprojectiles for delivering nucleic adds into livings cells NATURE vol 
327 p 70-73) 

Deux jours api6s le bombardement, les cellules sont transferees sur le meme milieu 
contenant 2mM de N(phosphomethyl)giycine. 
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Aprts 8 semaines de selection sur ce milieu, des cals se ddveloppant sont 
s6lectiorm& puis amplifies et analyses par PCR et rtvSlent clairement la presence du atee 
chimere PTO-EPSPS. 

Les ceUuIes non bombardies et mises en croissance sur le meme mUieu contenant 
2mM de N(phosphom#thylglycine) sont bloqu^es par I'herbidde et ne se ddveloppent pas. 

Les plantes transformees selon I'invention peuvent gbe utilis&s comme patents pour 
robtention de lign&s et dliybrides ayant le caractere ph^mtypique conespondant k 
I'fflcpression du g&ie chim&e introduit 
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Description des constructions des plamides 

pRPA-RD-l24: Addition d'un signal de polyadenylation "nos" k pRPA.ML-720 avec 
5 creation d'une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS double mutant de mais (Thr 
102 De et Pro 106 Ser). pRPA-ML-720 est digere avec Hind m, tiaite avec le 
ftagment de Klenow de I'ADN polymerase I d'R coli pour produire une extremite femche. 
On effertue une seconde digestion avec Nco I et le fragment EPSPS est purifil Le gine 
EPSPS est ensuite Ugue avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de clonage contenant le 
10 signal de polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA-RD-124. Pour 
obtenir le vecteur pRPA-RD-12 purifie utUe, il a Mu que celui-ci soit pr6alablement 
digere par Sail, traite avec I'ADN polymerase de Klenow, puis digere une seconde fois avec 
NcoL 

pRPA-RD-125: Addition d'un peptide de transit optimist (PTO) a pRPA-RD-124 avec 

15 creation d'une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS cibl6 sur les plasmides. 

pRPA-RD-7 (demande de brevet europeen EP 652 286) est dig&te avec Sph I, traite avec 
la T4 ADN potymerase, puis digoee avec Spe 1 et le fragment PTO est purifie. Ce 
fragment PTO est clone dans pRPA-RD-124 qui a et6 prealablement dig&6e par Ncol, 
traite avec I'ADN polymerase de Kienow pour mlever la partie protuberante 3', puis 

20 digdree par Spe L Ce clone est alors sequence pour assurer la fiision traductionnelle 
correcte entre le PTO et le gene d'EPSPS. On obiient alors pRPA-RD-125. 

pRPA-RD-130: Addition du promoteur d'histone de mais H3C4 et de sequences 
d'intron 1 adhl de pRPA-RD-123 (demande de brevet EP 507 698) a pRPA-RD-125 avec 
creation d'une cassette pour expression dans les plantes pour I'e^qnrssion du gene d'EPSPS 

25 double mutant dans les tissus de monocotylfidones. pRPA-RD-I23 (une casseae contenant 
le promoteur d'histone de ma& H3C4 fiisionne avec i'intron 1 adhl) est digeree avec Nco I 
et Sac L Le fragment d'ADN contenant le promoteur deriv6 de pRPA-RD-123 est ensuite 
purifie et ligu6 avec pRPA-RD-125, qui a i\& prealablement digere avec Nco I et Sac I. 
pRPA-RD-159: Addition du promoteur double d'histone de d'eu-abidopsis H4A748 

30 (demande de brevet EP 507 698 ) a pRPA-RD-125 avec cr&don d'une cassette pour 

expression dans les plantes pour I'expression du gene "PTO- geaie d'EPSPS double mutant" 
dans les tissus de dicotyledones. pRPA-RD-132 (une cassette contenant le promoteur 
double H4A748 (demande de brevet EP 507 698)) est digeree avec Nco I et Sac 1. Le 
fragment purifid du promotem- est ensuite clon^ dans qui a it6 dig^rg avec Eco I et Sac I. 

35 pRPA-RD-173: Addition du gene "promoteur H4A748-PTO-gene d'EPSPS double 
mutant" de pRPA-RD-159 dans plasmide pRPA-BL-150A (demande de brevet europeen 
508 909) avec creation d'un veaeur de xtaDsfomadonAgrobacterium tume/aciens. pRPA- 
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RD-159 est dig^r^ avec Not I et traits avec la polymerase de Klenow. Ce fragment est 
ensuite clone dans pRPA-BL-lSOA avec Sma I. 
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SEQIiBNCE LCStWt} 



II) rjKNKRAt. tNbXiRMATtON; 

(II APPf.CCANT: Lebrun, Michel 

Do Ro«e, Richard T 
SalLIand, ALaln 

Hi) TITLE OF IMVEOTIOM: 5-enol pycuvylffhlklmate-i-phosphate 

synthase wutee, gene codant pour cette proteino et plantes 
transCormees eontenant ce gene 

lill) KUKBER or SCQUEKCES: 5 

(Iv) OORRESPONOeKCE AOORBSS: 

(A) ADDRESSEE: Francois Chretien 
IB) STREET: 1420 rue Pirro Baizet 
CCI crry: Lyon Cedex 09 

(E) OOUNTRYt France 
(F| Zl9i 69263 

(V) O0MP(/rCR READABLE FORM: 

(A| MEDIUM TYPE: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC ooBfMtible 

(C) OPERATIKG SYSTEM: PC-D0S/NS-D08 

(01 SOETHARE: PatentXn Release #1.0, Version »1.25 

(vil CURRENT APPLICATIOM DATA: 
(A) APPLICATIOM NUMBER: 
tB) FILtNG DATE: 
tC) CLASSZETCKtlON: 

tviil) ATtTOMEY/AffiMT IMEX3(RMATJOM: 

(A) MAMB: Chretien, Francois 

tix) TELEOOMMUNICATXQN INEmCATIONx 
(Al TELEPHONE: (33172-29*26-46 
(Bt TELEFAX: (33)72-29-26-43 



(2) INFGRMATXOW FOR SEQ 10 NOsl: 

(1) SEOUSMCE CKARACTBRISTrCS: 

(A) LENGTH: 1713 base pairs 

(B) TYPE: nucleic acid 

(C) ffTRANDEDNBSS: double 

(D) TOPOLOGY; linear 

(ii) MOLECULE TYPE: cDMA 

tvil ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANIOl: Zea mays 

(B) STRAIN: Black Mexican Sweet 
(F) TISSUE TYPE: Callus 

(vii) DffffiDIATE SOURCE: 

(A) LIBRARY: laaibda gtlO 
(Bl CLONE: pRPA-ML-711 



(xi) SEQUENCE OESOliPTICNt SEQ ID N0:1: 

AATCRATTTC ACRCASGAAA CASCZATGAC CATGATTADG AATTOGtWOC CGGGOGOTIG 60 

ATC06GGSGC GOCAGOGGOG GOGGOSGTGC AGGOGGGTGC CGAGSftSATC 0T6CTGGA6C 120 

OCATCAAGGA GATCTCOQGC AOOGTCAAGC TGOC3GG6GTC CAAGTOOOTT TOCAAOOGGA 180 

TOCTOCIACI OBOOGOOCTG TOOGAGGGGA GAACAGTGGT TGATAAOCTG CIGAACAGTG 240 

AGGATGTOCA CTACATGCTC 6G6GGCTTGA GGACTCTTG6 TCTCTCTGTC GAAGCSGACA 300 

AAGCtGCCAA AAGACCTGTA GTTGTTGGCT GTGGTGGAAA GTTCOCAGTT GAGGATGCTA 360 

AAGAGSAAGT GCW3CTCTTC TTGGGGAATG CT66AACT6C AATGOGGCCA TTGACAGCAD 420 

CIGTTACTGC TGCXGGTGGA AATGGAACTT AOGTGCrTGA TGQAGTAOCA ASAMSAfiGG 480 
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AOAGACccAT 'ffKiosAcrrrG (rrrcTaxiAT roMnxAnat Twrr/xyvcAT frrTOArraTT 540 

TccrrfwcAc tgactciocca cct(7rvcrrxa tgaatggaat cggacggcta cctogtggca 600 

AGOTCAAfiCT GTCTnGCTCC ATCACCWTTC AnTACTT«AC TCCCTWCTn ATGGCTGCTC 6<i0 

CTTTGGCTCT TVWGAT'rTG GA(5ATTGAAA TCATTGATAA ATTAATCTCC ATTCOCTAOG 720 

•rCGAAATGAC ATTOAQATrO ATCGAGCGTT TTGGTGTGAA AGCAGAfiCAT TCTCATAGCT 700 

GGGACAGATT CTACATTAAG 6GAGGTCAAA AATACAASTC COCTAAAAAT GCCTATQTTG 840 

AAGOTGATGC CTCAAGCGCA AGCTATTTCT TGGC7GGTGC TGCAATTACT GGAGGGACTG 900 

TSACTCTGCSA AGGTTGTGGC AaCAOCAGTT T<SCAGGffrGA TGrGAAGTrT GCIGAGGTAC 960 

TGGAGATGAT GGQAGOGAAG GTTACATGGA OOGftSACTAG CGTAACTGTT ACTGGOGCAC 1020 

050GGGAG0C AmOGGAGG AAACAOCTCA AGGOGATTGA TGTCAftCATG AACAAQAIGC 1080 

CrGATGTOGC OVrGACrCTT GCTGTGGTTG OOCTCTTPGC OGATGQCXX3Q ACAGCCATCA 1140 

GAGAOGTGGC TTOCTOSAGA CTAAAGGAGA OOGAQAGGAT GGTTGCSATC CGQAGGGftSC 1200 

WOCAAGCr GGGAfiCRTCT OTTGAGGAAG GGCXaSGACIA OrGCATCAIC ACGOOGOGGG 1260 

«5AAfiCTGAA OGTGRCGGOS ATOSACAOCT AOSAOSAOCA CA0QATGflC3C ATGQOCTTCT 1320 

OOCrrOCOGC CTGTGOOSAG GTCOOOGTCA CCATOOGGGA CXSCTGGGTGC ADOOGGARGA 1380 

OCTTGCOCXSA CTACTTOSAT GT6CTGAGCA CITTOGTCAA GAATtAATAA AGGGT60GAT 1440 

ACTAOCAOGC AGCTTOATTG AAGTGA3AG6 CITGTGCTGA GGAAATACAT TTCTTTTGW 1500 

CTOrrrTTCT CTTTCROGGG ATTAAGrrrr GftSrCTGTAA OCnTAGrrGT TTGTASCAAQ 1560 

TTTCTATTTC GGATCTTAAG TrTGTGCACT GTAAGOCAAA TTTCATTTCA AGAG^OOTTC 1620 

ffWGGAATAA TAAGAATAAT AAATTAOSTT tCAGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1680 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAOOCOGGAA TIC 1713 

(2) INFORMAIIOK FOR SEQ ID KO:2: 

til SEQUENCE CHARACTERISTICS: 

(A) LENGTH: 1340 baso pairs 
(Bl TYPE: nucleic acid 
(C) STRAMDEDNESS: double 
tOi TOPOLOGY: linear 

fii) MOLecUI£ TYPE: cOKA 

(vi) ORIGINAL SOURCE: 

(A) ORGANIC: Zea mays 

IB) STRAIN: Black Hexican Sweet 

(vii) IMMEDIATE SOURCE: 

(B) CLONE: pRPA-ML-716 

(ix) FEATURE: 

(A) MAHE/KEY: CDS 

(Bl LOCATION: 6.. 1337 

(xl) SEQUENCE DGSCRIPTION: SEQ ID N0:2: 

CCKtQ GOC GGC- GOC GAG GAG ATC GTG CTG CAG OOC ATC AA6 GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro lie Lys Glu lie 
15 10 

TCC GGC AOC GTC AAG CTG 006 6GQ TOC ARG TOG CTT TOC AAC CGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lye Ser Leu Ser Asn Arg lie 
15 20 25 30 

CTC CTA CTC OOC GOC CTG TOC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Lou Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Vol Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CTG AAC AGT GAG GAT GTC CAC TAC ATG CXC GGG GOC TTO AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Ary Thr Leu 
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oar crc tct gtc oaa am gac aaa cct ogc aaa aga gct o^ca gtt mT 2J9 

Gly Leu Ser Val Olu Ala Asp Lys Ala Ala Lya Acq Ala Val Val V,U 
<i5 70 T» 

OGC TGT GOT GflA AAO TTC OCA CTT OAG GAT GCT AAA GAfi tiAA GTO CAO 287 
GLy Cys Gly Gly Lya Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu GLu VaL Gin 
80 85 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ACT GCA ATG CGG OCA TTG ACA GCA GCT Ji5 
Leu Phe Leu Gly Asn Ala Gly the Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala 
95 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT GGA GTA OCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 
115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 431 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Aep Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA OCT GTT 479 
Leu Gly Ala Aap Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
"5 150 155 

COT GTC AAT GGA ATC GGA GG6 CTA OCT GGT GGC AAG GTC AAS CTG TCT 527 
Arg Val Asn Gly lie Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lye Leu Ser 
160 165 170 

GGC TOC ATC AGC AGT GAG TAC TTG AGT GOC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
Gly Ser lie Ser Ser Gin Tyr Leu 8er Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
180 185 190 

TTG GCT CTT 66G GAT OTG GAG ATT 6AA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TOC 623 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu lie Glu He He Asp Lya Leu lie Ser 
195 ZOO 205 

ATT COS TAC GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG OGT TTT GST GTG 671 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Mot Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GCA SAG CAT TCT GAT AGC TG6 GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 
Lys Ala Glu HLs Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TOC OCT AAA AAT GOC TAT GTT GAA GGT GAT GOC TCA 767 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
2<0 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTS 815 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC ACC AOC AGT TTG CAS GGT GAT GTG AAG TTT 863 
The Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 280 265 

GCT GAG GTA CTa GAG ATS ATG GGA GOG AAG GTT ACA TG6 AOC GAG ACT 911 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC CCA COS OGG GAS OCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 
Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
305 310 315 

CTC AAG 60S ATT GAT GTC AAC ATG AAC AAG ATG CCT GAT GTC GOC ATG 1007 
Leu Lys Ala He Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Net 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GOC CTC TTT GOC GAT GGC COS ACA GOC ATC AGA 1055 
Thr l£U Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TOC TGS AGA GTA AAG GAS AOC GAG AGG ATG GTT GOG ATC 1103 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Mat Val Ala He 
355 360 365 



OGG AOS GAG CTA AOC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG OCG GAC 
Arg Thr Glu Leu Thr Lys X.eu Gly Ala Ser Val Glu Olu Gly Pro Asp 



1151 
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J'^O 375 J80 

TAG TCC ATC ATG AOJ COG OOQ GAG AAG CTG AAC GTG AGG i3CX3 ATC GAC 
Tyc Cy»i tlo Clo Thr Pro Pco Olu Lys Leu Asn Vol Thr Ala lit* Acp 
JBS J95 

AO; TAC OAC CAC CAC AGO ATC; COC ATG GOC TTC TOC CTT GCC OOC TGT 
The Tyr A^p Aup His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Usu Ala Ala Cys 
<00 405 410 

GCC GAG GTC COC GTC ACC ATC OGG GAC OCT GGQ TGC AOC OGG AAG ACc' 
Ala Glu Val Pro Vol Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 
420 425 430 

TTC COC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pco Asp Tyr Pha Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 

TAA 



(21 IKFORKATXOM FOR SBQ ZD KG: 3: 

(1) SCCUBNCE CHARACTERISTICS: 

(A| LCNGTHs 444 amino ecLds 
(B) TrPCs anlno acid 
ID) TOPOLOGY: llnoar 

(11) KQLBCUL& TYPE: protein 

(xl) SEOMENCE DSSCRIPTZON: SEQ 10 K0:3: 

Ala Gly Ala Glu Glu Ho Val Leu Gin Pro He Lys Glu He Ser Gly 
15 10 15 

Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lye Ser Leu Ser Aon Arg He Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
65 70 75 60 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Pha 
85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 
100 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cya Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
"5 ISO 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lye Val Lys Leu Ser Gly Ser 
165 170 175 

He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 
180 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu Ho He Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Net Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Qlu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 
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fiMr tyr Phc l^u AU Gly Aln Aln Ilo Thr Cly Oly Thr Vol Thr Val 

2«5 270 

'U-i fUy Cy« fUy Thr Thr Sor Lou Gin Cly Aap Vol Lye Phe Ma Olu 
^''5 280 295 

V^l Leu Glu Met Met Cly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr Ser Val 
295 joo 

Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg tys Hio Leu Lys 
310 32Q* 

Ala lie Asp Val Asn Mot Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 
325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arq Asp Val 
3«> 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie Arg Thr 
355 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Olu Qly Pro Asp Tyr Cys 
3'" 375 380 

lie lie Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
3W 395 400 

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
<05 410 415 

Val Pro Vai Thr He Arg Asp Pro Oly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
*20 425 430 

Asp Tyr nie Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lye Asn 
435 440 

(2) INFOaMATIGN FOR SEQ ID N0:4: 

(11 S£<»iENCS CHARACTCRISTICS: 

(A| LEMSTH: 1340 base pairs 
iB\ TTPE: nucleic add 
(Ct STRANDEDNESS: double 
(01 TOPOLOGY: linear 

(lit MaLECULE TYPE: cDNA 

(vl) ORIGINAL SOURCE: \ 

(A) ORQANimc Zea mays 

(B) STRAIN: Black Mexican Sveet 

(vill IMMEDIATE SOURCE: 

(BJ CLONE: pRPA-ML-720 

(ix) FCATimC: 

(A) NAME/KEY: COS 

(B) LOCATION: €-.1337 



(xi) SEQUENCE OBSCRIPTION: SEO ID NO: 4: 

OCATG GOC GGC GOC GAG GAG ATC GTG CTG GAG COC ATC AA6 GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
1 5 10 

TCC GGC AOC GTC AAS CTG COG GSG TOC AAG TOG CIT TOC AAC OGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lye Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
20 25 30 

ore CTA CrC GOC GOC CTG TOC GAG 6G6 ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 
35 40 45 

CIG AAC ACT GAG GAT GTC CAC TAC ATG CTC GG6 GOC TTG AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 
50 55 60 

SCTCrCTCTGTCGAAGCGGACAAAGCTGCCAAAAfiAGCTGTAGTTGTT 239 
Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 
€5 70 75 
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rioc *ci7t cm aacj rrc cca ctt ryvo oat oct aaa r.AO gaa oto cao 
'.Ly Cv8 Gly oly Lyu Phe Pro Val GLu Attp Ala Lvu Clu Olu VnL Gin 
«0 8S io 



CTTC TTC TTG rH*if5 AAT IXTT OVK ATC CCA ATG OGO TCC TO ACA CCA f JCT 
L«u Pho Leu Gly A:m Ala Gly llo Ala Met Arq Sec L^u Thr Ala Ala 
100 105 110 

iTTt ACT OCT GCT f ;gT GOA AAT GCA ACT TAC CFG CTT OAT GGA GTA CCA 
Val The Ala Ala Gly Oly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro . 

115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA OCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAS CAG 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 
130 135 

CTTGGTGCAGATGTTGATTGTTrCCTTGGCACTGACTGCCCACCrGTT 
Leu Gly Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
1<5 150 155 

OGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA OCT GGT GGC AA6 GTC AAG CTG TCt 
Arg Val Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lya Val Lys Leu Ser 
IfiO 165 170 

GGC TCC ATC AQC AGT CAG TAC TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT OCT 
Gly Ser lie Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
175 iBo IBS 190 

TTG GCr CTT GGG GAT GTG GAG ATT GAA ATC ATT OAT AAA TTA ATC TCC 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu He Ho Asp Lys Leu He Ser 
195 200 205 

ATT COG TAC GTC GAA ATO AGA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TtT GGT GTG 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Net Glu Arg Phe Gly Val 
210 215 220 

AAA GGA GAG CAT TCT SAT AGC TGG GAC ACSA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 
Lye Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lya Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TCC OCT AAA AAT GGC TAT GTT GAA GGT GAT GOC TCA 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
2*0 245 250 

AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala Ho Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC AOC AOC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GOG AAG GTT AGA TGG AOC GAG ACT 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 
290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC OCA COG OGG GAG OCA TTT GGG AGG AAA CAC 
Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Ar^ Lys His 
305 310 315 

ore AAG GOG ATT GAT GTC AAC ATG AAC AAG ATG OCT GAT GTC GOC ATG 
Leu Lys Ala He Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GOC CTC TTT GOC GAT GGC COG ACA GOC ATC AGA 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg 
«5 340 345 350 

GAC GTG GCT TOC TGG AGA GTA AAG GAG AOC GAG AGG ATG GTT GOG ATC 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 
355 360 365 

OGG AOS GAG CTA ACC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG 003 GAC 
Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 
370 375 380 

TAC TGC ATC ATC AOG COG COS GAG AAG CTG AAC GTG AOG GOG ATC GAC 
Tyr Cys He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp 
385 390 395 



287 



JJ5 



383 



431 



479 



527 



575 



623 



671 



719 



767 



815 



663 



911 



959 



1007 



1055 



1103 



1151 



1199 



wo 97/04103 



22 



PCT/FR96/01125 



ACT* TAC GAC GAC CAC AHO ATG GOG ATG GCC TTC TOC CTT GOC GGC TGT 
Thr Tyr fi^p Atfp Hl» Arg Met ALa Met Ala Phe Sor Lou Ala Ala Cys 
405 410 

COC CAO CTC OCX: GTC ACC ATC OCG GAC CCT GGG TGC AOC CGG AAC AOC 
AU Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cya Thr Arj Lys Thr 
415 42fl 



iJO 



TTC COC GAC TAG TTC GAT GTG CTQ AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pro Aep Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Pho Val Lys Asn 
435 440 



1247 



1295 



1337 



TAA 



1340 



12) IMFORMAIIOM FOR 8BQ ID K0:5: 

III SEQUEKCE CHARACTERISTICS: 

IA) LENGTH: 444 amino adds 

IB) TYPE: amino add 
IDl TOPaLOGY; linear 

(111 KCI^CULE TYPE: protein 

(xl) SEQUEKCE DESCRIPTI<»: SEQ ZD H0t5: 



Ala Gly Ale Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He Ser Gly 

1 5 10 <e 
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Thr Val Lys Lou Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Aon Arq He Leu Leu 
20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 €0 

Sor Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
«S 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 
85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly He Ala Net Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 
lOO 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu V^l Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
"0 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Rie Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
150 1S5 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 
165 170 175 

He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Mat Ala Ala Pro Leu Ala 
IBO 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

•Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 
245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 
260 265 270 

Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 
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Val Leu Clo Mot Mot Gly Aia Lya Val Thr Trp Thr «lu Thr 8er Vol 
Z'^O 295 300 

Thr Vol Thr Gly Pro Pro Arq Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
JO'' 310 31S 320 

Ala tie Asp Vnl Ann Met Aon Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 
325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala lie Arg Asp Val 
340 345 350 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie Arg Thr 
355 360 365 

Glu Leu Tht Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 
370 375 380 

He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala Ho Asp Thr Tyr 
. 385 390 395 40O 

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 
405 410 415 

Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 
420 425 430 

Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
435 440 
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REVENDICATIONS 



1. Ghnt ADN codant pour une 5-enol pymvyIshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) 
mut^e, caract6ris6 en ce qu'il coraprend au moins une substitution Threonine 102 -> 
3 Isoleucine. 



2. (Kne ADN selon la revendication 1. caractfeisd en ce qu'il comprend en plus 
moins une seconde mutation dans l-EPSPS, distincte de la premi^. 



au 



10 

mutation constitute par une substitution Proline 106 par la Sdrine 



3. G6ne ADN selon la revendication 2. caract&is6 en ce qu'U comprend en plus une 



4. cane ADN selon la revendication 2, caract6is6 en ce qu'il comprend en plus une 
mutation constitud par une substitution de la Glycine 101 par I'Alanine 

15 

5 Gfene ADN selon I'une des revendications 1 h 4, caract^ en ce qu'il est d'origine 
bact6rienne. 

6. Gfene ADN selon la revendication 5, caract«5ris6 en ce qu'il est issu d'une bact&ie du 
20 genre Salmonella typhimurium. 

7. Gfene ADN selon I'une des revendications 1 k 4, caracttrist en ce qu'il est d'origine 
vegdtale. 



25 8. Gfene ADN selon la revendication 7, caract^rist en ce qu'il est d'origine de mais. 



9. Prot^ine EPSPS mut(^ caract&isfe en ce qu'elle comprend au moins une 
substitution de la Thr6onine 102 par I'isoleudne. 

30 10. Gfene chim&ique con^rcnant une sequence codante ainsi que des dldments de 
regulation en position 5* et 3' hfittrologues pouvant fonctionner dans les plantes. caract6ris6 
en ce qu'il comprend, conune sequence codante, au moins une sequence selon I'une des 
revendications 1^8. 

35 11. Gfene chim&ique selon la revendication 9. caiact6ris6 en ce qu'U comprend un 
promoteur de vims de plante. 
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12. Gfene chimerique selon la revendication 10, caract6ris6 en cc qu'il comprend 
un promoteur de piante (ex: a tubuline, histone, intions, actine...)- 

13. Vecteur pour la transformation des plantes, caractdris^ en ce qu'il comprend, 
5 au moins un g^ne selon Tune des revendications 10 k 12. 

14. Cellule v6g6tale, caract&isde en ce qu*elle con^rend au moins un gfene 
selon Tune des revendications 10 ^ 12. 
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15. Piante, caractdrisde en ce qu'elle est obtenue par rfigfingration a partir tfune 
cellule selon la revendication 14. 



16. ?roc6d6 pour la production de plantes de tolerance amfiliorfe k un herbicide 
ayant pour cible TEPSP synthase, caract&is^ en ce quon transfbrme des cellules v6g6tales 

15 ou protoplates avec un g6ne selon I'une des revendications 1 k 8 et qu'on soumet les 
cellules transform&s h une r6gdn^ration. 

17. Proced6 de traitement des plantes avec un herbicide ayant TEPSPS pour 
cible. caract^risfi en ce qu'on applique Therbicide k des plantes selon la revendication 15 

20 

18. Proccdfi selon la revendication 17, caract^rise en ce qu'on applique du 
glyphosate ou un pr6curseur du glyphosate. 



